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化学发光微粒子免疫法和酶放大免疫法检测环孢素A全血浓度的相关

性分析 
   
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摘要：目的  通过化学发光微粒子免疫法(CMIA)和酶放大免疫法(EMIT)检测环孢素 A 全血浓度，评价 2 种方法检测结果

的准确性和相关性。方法  CMIA 和 EMIT 检测低、中、高 3 个全血免疫抑制剂质控物，进行准确度和批内、批间精密

度分析；已知浓度的环孢素 A(49.5，155.2，395.8，500.0，995.0，1 390.1 ng·mL1)加入到不含环孢素 A 全血样本中，检

测后计算结果回收率；测定 100 份环孢素 A 患者全血样本，测定值用 Deming 法进行线性回归分析和 Bland-Altman 法计

算偏倚。结果  CMIA 低、中、高 3 个全血免疫抑制剂质控物准确度相对误差分别为 5.8%，5.2%，9.1%，其批内和批间

的变异系数分别为 7.4%，6.9%，8.6%和 10.1%，11.3%，8.7%，CMIA 回收率分别为 91%，95%，103%，102%，102%，

104%；EMIT 低、中、高 3 个全血免疫抑制剂质控物的相对误差分别为 2.8%，2.3%，4.3%，其批内和批间的变异系数分

别 11.2%，5.9%，5.7%和 11.3%，9.2%，8.3%，EMIT 回收率分别为 90%，92%，97%，98%，99%，102%；CMIA 和 EMIT

平均差异偏倚 21.7 ng·mL1(95% CI：125.1~168.4 ng·mL1)，EMIT 测定值/CMIA 测定值平均为 0.951(95% CI：0.56~1.34)，

EMIT 测定结果平均低于 CMIA 5%左右。结论  CMIA 和 EMIT 检测环孢素 A 全血浓度符合免疫分析精密度的要求，2

种方法的检测结果相关性好，临床合理调整用药剂量时应考虑检测方法类型不同造成的影响。 
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Correlation Analysis of Determination of Whole Blood Cyclosporin A Concentration by CMIA and EMIT 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To assess the accuracy and correlation between chemiluminescent microparticle 
immunoassay(CMIA) and enzyme multiplied immunoassay technique(EMIT) in the determination of cyclosporine A(CSA) 
concentration in whole blood. METHODS  The low, medium and high level of whole blood immunosuppressant control were 
determined by CMIA and EMIT, then the accuracy, intra-assay and inter-assay precision of each method were analyzed. The 

known concentrations of CSA(49.5, 155.2, 395.8, 500.0, 995.0 and 1 390.1 ng·ml1) were added into the whole blood sample 
without CSA and measured, then the recovery rates of testing results were calculated. Whole blood samples of 100 patients were 
detected, the results were analyzed by Deming regression for linear regression analysis and analyzed by Bland-Altman for 
calculating bias. RESULTS  The relative error of the low, medium and high level of whole blood immunosuppressant control 
measured with CMIA was 5.8%, 5.2% and 9.1%, the intra-assay coefficient of variation(CV) was 7.4%, 6.9% and 8.6%, the 
inter-assay CV was 10.1%, 11.3% and 8.7%, and the recovery rate was 91%, 95%, 103%, 102%, 102% and 104%, respectively. 
While in EMIT, it was observed that the relative error was 2.8%, 2.3% and 4.3%, the intra-assay CV was 11.2%, 5.9% and 5.7%, 
the inter-assay CV was 11.3%, 9.2% and 8.3%, and the recovery rate was 90%, 92%, 97%, 98%, 99% and 102%, respectively. 

The bias of mean difference between CMIA and EMIT was 21.7 ng·mL1(95% CI: 125.1168.4 ng·mL1). The relative value of 

EMIT/CMIA was 0.951(95% CI: 0.561.34). The determination results of EMIT was 5% lower than that of CMIA in average. 
CONCLUSION  Determination of whole blood CSA concentration by CMIA and EMIT meet the requirement of accuracy in 
immune analysis. The results showed a good correlation between CMIA and EMIT. The effects of different types of detection 
methods should be taken into consideration for the rational dosage adjustment of drugs in clinic. 
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环孢素 A 是一种真菌源性的环状十一氨基酸

多肽，也是一种具有高选择性的强效免疫抑制剂[1-3]，

许多研究证明了环孢素 A 在抵抗器官排斥方面的

作用。研究表明免疫抑制是由 T 细胞受体介导的

IL-2 基因转录障碍造成的，环孢素 A 的治疗可以

大大提高移植器官如心脏、肝脏和肾脏的存活率[4-8]。

但是环孢素 A 的治疗窗窄[9-10]，毒副反应较大，其

血药浓度易受多种因素影响，包括食物、生理、

病理、合并用药以及制剂因素等。故在临床应用

中，应定期监测环孢素 A 血药浓度，及时调整给

药方案，确保在安全剂量下的有效治疗。目前环

孢素 A 血药浓度监测方法较多，主要有酶放大免

疫法(EMIT)、放射免疫分析(RIA)、荧光偏振免疫

分析法(FPIA)、高效液相色谱法(HPLC)、电化学

发光法(Elecsys)、化学发光微粒子免疫法(CMIA)

及液相色谱 -串联质谱 (HPLC-MS/MS)等 [11-13]，

CMIA 和 EMIT 目前临床应用广泛，可实现临床大

批量标本的快速、高效检测。CMIA 以竞争法、夹

心法等免疫测定方法为基础，采用微粒子化学发

光技术，测量产生的化学发光反应；EMIT 的基本

原理是半抗原与酶结合成酶标半抗原，与抗体结

合后，酶活力大小与标本中的半抗原量呈一定的

比例，采用分光光度法进行测量。为了研究 2 种

不同分析方法对环孢素 A 血药浓度检测是否存在

差异，该差异是否影响临床药物治疗浓度范围的

使用，本实验室对两者进行了对比分析。 

1  材料和方法 

1.1  仪器与试剂   

ARCHITECT i1000SR(美国雅培)；syva 系统药

物浓度检测仪(荷兰西门子)；2 台仪器的配套试剂

和定标液分别购自美国雅培(批号：72002M800，

85K19816)和荷兰西门子 (批号：6R079UL-K1，

6R119UL-J2)；全血免疫抑制剂质控物(伯乐，批号：

21830)；雷帕酶素/他克莫西/环孢霉素质控品(荷兰

西门子，批号：3308)。 

1.2  检测方法   

CMIA 和 EMIT 分 别 运 用 ARCHITECT 

i1000SR分析仪和 syva系统药物浓度检测仪；CMIA

配套的定标液[包括 0(A)，40(B)，150(C)，400(D)，

800(E)和 1500(F) ng·mL1 6 个点]和 EMIT 配套的

定标液(包括 0，50，100，200，350 和 500 ng·mL1 

6 个点)分别制定标准曲线；采用低、中、高 3 个

水平的全血免疫抑制剂质控物，每个水平重复检

测 20 次，进行准确度分析；采用低、中、高 3 个

水平的全血免疫抑制剂质控物，进行连续 5 d 的重

复检测，每天分 2 个时间段(时间间隔>2 h)，每个

时间段连续检测 2 次，进行批内和批间精密度分

析；已知浓度的环孢素 A(49.5，155.2，395.8，500.0，

995.0，1 390.1 ng·mL1)加入到不含环孢素 A 全血

样本中，每个浓度点前处理 4 个标本，每个标本

检测 5 次，计算结果的回收率；收集 100 份环孢

素 A 患者血样标本，检测后进行相关性分析。 

1.3  环孢素 A 样品预处理   

1.3.1  CMIA样品预处理  在 1.5 mL EP管中加入

200 μL 充分混匀的样品，依次加入 100 μL 裂解液

和 400 μL 沉淀剂，充分振荡 30 s 至变色，然后

14 000 r·min1 离心 8 min，上清液倒入样品杯中上

机检测。 

1.3.2  EMIT 样品预处理  在 1.5 mL EP 管中加入

100 μL 充分混匀的样品，再加 300 μL 样品预处理

液，用涡流混匀器充分混匀至少 10 s(以无碎块为

准)，混匀后静置≥2 min，14 000 r·min1 离心

5 min，将离心好的上清液尽量全部倒入符合仪器

规格的试管中上机测试。检测结果超出仪器检测

限，阴性全血作为稀释液。 

2  结果   

2.1  标准曲线   

CMIA 根据浓度点和相对发光单位的数值

(RLU)，通过四参数 Logistic 曲线拟合(4PLC，Y-

加权)数据约简法生成 1 条校准曲线；定标液 0(A)，

40(B)，150(C)，400(D)，800(E)和 1 500(F) ng·mL1 

6 个点，每个点仪器自动重复 2 次检测，拟合曲线

RLU 分别为 431 231.2，322 818.6，246 332.2，

179 153.1，132 082.1，93 014.3。EMIT 根据浓度

点和吸光度数值，通过对数方程式生成 1 条校准

曲线；定标液 0，50，100，200，350 和 500 ng·mL1 

6 个点，每个点仪器自动重复 2 次检测，平均吸光

度分别为 0.260 3，0.275 2，0.287 4，0.307 2，

0.323 6，0.334 6，标准曲线最大不准确值 1.17%。

2 种方法对应的仪器接受并保存标准曲线，仪器自

动对校准结果是否符合选定的有效性参数的规定

值进行验证。校准没有超出规定值时，仪器不会

出现错误信息，标准曲线合格，运行质控，质控

值在实验室规定的范围内再进行标本检测。 

2.2  2 种方法检测环孢素 A 血药浓度的准确度   

由于真值无法直接获得，通常用靶值、参考
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值或指定值作为真值使用。本实验采用了低、中、

高 3 个全血免疫抑制剂质控物，通过测定其平均

值与指定值比较，计算出相对误差(V)，本实验准

确度用相对误差表示，结果见表 1。V=(测定值

指定值)/指定值×100%。 

表 1  CMIA 和 EMIT 检测环孢素 A 血药浓度的准确度

(n=20) 
Tab. 1  Concentration accuracy of cyclosporine A detected 
by CMIA and EMIT(n=20) 

项 目 
CMIA EMIT 

低值 中值 高值 低值 中值 高值

指定值/ng·mL1 109 208 441 75.9 182 307 

相对误差/% 5.8 5.2 9.1 2.8 2.3 4.3 

2.3  2 种方法检测环孢素 A 血药浓度的精密度   

2 种方法的精密度用变异系数(CV)表示，结果

见表 2。 

表 2  CMIA 和 EMIT 检测环孢素 A 血药浓度的精密度

(n=20) 
Tab. 2  Concentration precision of cyclosporine A detected 
by CMIA and EMIT(n=20) 

CV/% 
CMIA EMIT 

低值 中值 高值 低值 中值 高值 

批内  7.4  6.9 8.6 11.2 5.9 5.7 

批间 10.1 11.3 8.7 11.3 9.2 8.3 

2.4  回收率实验   

回收率=(检测浓度÷环孢素添加浓度)×100%,

结果见表 3。 

表 3  CMIA 和 EMIT 检测环孢素 A 血药浓度的回收率 

Tab. 3  Recovery rates of cyclosporine A detected by CMIA 
and EMIT 

已知浓度/ 

ng·mL1 

平均测量值/ng·mL1 回收率/% 

CMIA EMIT CMIA EMIT 

49.5 45.1 44.4  91  90 

155.2 147.4 143.5  95  92 

395.8 409.0 386.2 103  97 

500.0 512.3 491.5 102  98 

955.3 978.5 950.3 102  99 

1 390.1 1 450.2 1 418.2 104 102 

2.5  2种方法检测环孢素A血药浓度的相关性分析 

2 种方法分别检测 100 例环孢素 A 患者标本，

样本范围 CMIA 为 16.1~1 500 ng·mL1，EMIT 为

4.6~1 216.4 ng·mL1；CMIA 检测环孢素 A 平均浓

度为 (163.83±235.56)ng·mL1 ， EMIT 为 (142.17± 

169.14)ng·mL1。2 种方法测定的结果用 Deming

法进行回归分析评价其相关性，以 EMIT 法测定值

为 X ， CMIA 法测定值为 Y ，回归方程为

Y=1.399X35.14，截距(95%CI)为45.8~24.46，斜

率(95%CI)为 1.351~1.448，相关系数 0.985，回归

曲线图见图 1。用 Bland-Altman 法计算偏倚，2

种方法测定的偏倚程度见图 2，CMIA 和 EMIT

平均差异偏倚为 21.7 ng·mL1(95% CI：125.1~ 

168.4 ng·mL1)，EMIT 测定值/CMIA 测定值平均

为 0.951(95% CI：0.56~1.34)，EMIT 法测定结果

平均低于 CMIA 5%左右。 

 
图 1  CMIA 与 EMIT 检测环孢菌素 A 的相关性 
Fig. 1  Correlation of cyclosporine A detected by CMIA and 
EMIT 

 
图 2  CMIA 与 EMIT 检测环孢菌素 A 的偏倚 

Fig. 2  Bias of cyclosporine A detected by CMIA and EMIT  

3  讨论 

CMIA 和 EMIT 检测原理和校准曲线分析。

CMIA 采用两步法免疫检测，运用 Chemiflex 技术，

样本中的环孢素 A 与环孢素 A 抗体包被的微粒子

结合，再和吖啶酯标记的环孢素 A 结合物形成反

应混合物，最后通过加入预激发液和激发液产生

的化学发光反应以 RLU 来测量；EMIT 根据样本

中的药物与重组葡萄糖-6-磷酸脱氢酶酶标的药物

竞争抗体结合位点，再根据酶活性的变化使氧化
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型烟酰腺嘌呤二核苷酸(NAD)转化成还原型烟酰

腺嘌呤二核苷酸(NADH)导致吸光度的改变来确

定样本中的环孢素 A 浓度。2 种方法检测原理不

同，标准曲线的校准方法也不一样。CMIA 通过四

参数 Logistic 曲线拟合(4PLC，Y-加权)数据约简法

生成一条校准曲线，每一个浓度点重复 2 次检测

并规定了 RLU 范围，A 点、B 点、C 点、D 点、E

点和 F 点的 RLU 范围分别是<0.8，31.6~47.1，

130.9~220.2 ， 255.3~511.8 ， 605.7~1 245.0 和

1 307.0~2 150.7 ng·mL1；B 点和 A 点 RLU 比值

<0.86，F 点和 A 点 RLU 比值<0.24。EMIT 立方柱

曲线最大不准确值为 1.17%，该值是对最大不准确

性的一个衡量，用于吻合曲线，该值越低，就越

能迫使曲线通过定标点，参考默认值为 2%。仪器

接受并保存校准曲线后，评估校准情况时，必须

将低、中、高值环孢素 A 质控品的预处理样本各

检测 1 次，确保质控值在实验室规定的范围内，

再运行样本的检测。 

CMIA 和 EMIT 检测环境温度要求。CMIA 的

环孢素 A 试剂从储存冰箱(4 ℃)取出可立即使用，

仪器上最长储存 30 d，30 d 后必须丢弃；重新校

准曲线可以延长试剂的最长在机稳定时间；在脱

离仪器冷藏储存室后，微粒子试剂瓶未竖直向上

放置，必须丢弃。EMIT 检测环境温度要求严格，

温度过高会影响酶活性变化，试剂稳定性使用周

期短；实验中的检测环境温度是(24±1)℃，湿度是

40%~60%，试剂开启后使用周期约 1 个半月。试

剂出现可能变质的指征，质控值超出规定范围时，

相关检测结果无效，需重新校准曲线和检测样本。 

CMIA 和 EMIT 实验结果分析。从表 1 结果显

示，2 种方法相对误差均<10%，准确性良好；准

确度是指测定值接近真值的程度，合格测定值符

合相对误差的绝对值≤15%。表 2 结果显示，CMIA

和 EMIT 批内和批间 CV<12%；参照卫生部临床

检验中心室间质量评价标准，实验室内环孢霉素 A

批内和批间 CV 最佳参考范围值<12.5%。表 3 结

果显示，回收率均>70%，符合药典分析定量要求。

2 种方法批内和批间 CV 均符合实验室内的免疫分

析精密度要求，CV 的误差应该属于系统和方法学

误差。相关性分析结果显示，相关系数≥0.9，CMIA

和 EMIT 相关性好；由于样本量大小和样本群体差

异等变量影响检测相关性，因此各个实验室检测

结果可能与这些数据存在差异。 

环孢素 A 代谢产物对 CMIA 和 EMIT 检测结

果的影响分析。监测环孢素 A 谷浓度时，药物在

体内代谢后存在大量代谢产物，目前已知代谢产

物 30 多种[14-17]；非特异性的免疫检测可与代谢产

物如 AM1、AM1c、AM4N、AM9 和 AM19 等发

生交叉反应；不同代谢产物，CMIA 和 EMIT 交叉

反应率不同。资料显示，部分代谢产物存在免疫

抑制活性，2 个主要活性代谢物 AMl 和 AM9 免疫

抑制活性占母体作用的 10%~20%[18-19]；根据 2 种

方法试剂说明书，在代谢产物 AMl 和 AM9 浓度

1 000 ng·mL1时，AMl 的 CMIA 和 EMIT 交叉反

应率分别是 0.7%~1.7%和5.9%；AM9 分别是

3.8%~1.9%和 5.5%；CMIA 交叉反应率比 EMIT

低。代谢产物发生交叉反应的非特异性及与方法

学和抗体特异性的不同是产生偏倚的主要原因；

实验数据显示，CMIA 检测结果普遍高于 EMIT，

二者的平均浓度偏倚为 21.7 ng·mL1。另外，环孢

素 A 检测过程中受可协同使用的药物及药物代谢

物和内源性物质如胆红素、尿酸、胆固醇和总蛋

白等的影响各不相同。如果环孢素 A 排泄受阻(如

胆汁淤积)时，代谢产物可能积聚，从而影响检测

结果，可以考虑使用特异性的检测方法(如液相色

谱串联质谱法)[20]。 

不同检测方法测得环孢素 A 血药浓度水平不

同，因此临床医师和临床药师在分析结果时应该

注意检测方法，各实验室在发放检测结果时也应

注明检测方法，有利于临床对结果进行分析，准

确调整患者药物剂量。治疗浓度范围根据检测方

法的不同而变化，每种检测方法应确立治疗范围。

因检测方法及与代谢物交叉反应的差异性，不同

方法的检测结果不能互换使用，也不能应用校正

系数。因此，建议单个患者连续使用一种检测法。 
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